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Abstrak
Protease merupakan enzim ekstraseluler yang dapat memecah molekul protein menjadi asam amino dan banyak
digunakan pada proses industri dalam keadaan yang stabil pada suhu dan pH yang ekstrim. Tujuan penelitian ini
untuk meningkatkan stabilitas enzim protease dari bakteri Bacillus subtilis ITBCCB148 dengan modifikasi kimia
menggunakan sitrakonat anhidrida. Hasil penelitian menunjukkan bahwa aktivitas spesifik enzim protease hasil
pemurnian 1.006,648 U/mg, meningkat 14 kali dibandingkan dengan ekstrak kasar enzim yang mempunyai
aktivitas spesifik 70,352 U/mg.  Enzim hasil pemurnian ini mempunyai pH optimum 6,5; suhu optimum 50oC;
KM = 23,565 mg/mL substrat; Vmaks = 434,783 μmol/mL.menit; ki = 0,085 menit-1; t1/2 = 8,153 menit dan ΔGi =
96,944 kJ/mol.  Enzim hasil modifikasi menggunakan sitrakonat anhidrida dengan derajat modifikasi 65; 70 dan
75% mempunyai pH optimum 7,0; suhu optimum 55oC; KM berturut-turut sebagai berikut: 11,658; 13,300 dan
14,571 mg/mL substrat; Vmaks berturut-turut sebagai berikut: 243,902; 250,000 dan 285,714 μmol mL-1 menit-1;
ki berturut-turut sebagai berikut: 0,081; 0,079 dan 0,071 menit-1; waktu paruh (t1/2) berturut-turut sebagai berikut:
8,556; 8,772 dan 9,760 menit; ΔGi berturut-turut sebagai berikut: 98,584;  98,688 dan 98,980 kJ mol-1.
Modifikasi kimia enzim protease dari Bacillus subtilis ITBCCB148 menggunakan sitrakonat anhidrida dapat
meningkatkan stabilitas termal sebesar 1,0-1,2 kali yang dapat dilihat dari penurunan nilai ki, peningkatan waktu
paruh dan ΔGi.
Kata kunci : protease, Bacillus subtilis ITBCCB148, modifikasi kimia, sitrakonat anhidrida
Improved stability of Bacillus subtilis Protease Enzyme ITBCCB148 with
Chemical Modification Using citraconic anhydride
Abstract
Protease is an enzyme that can break down extracellular protein molecules into amino acids and are widely used
in industrial processes in a state which is stable at temperatures and pH extremes. The purpose of this study to
improve the stability of the enzyme protease from Bacillus subtilis ITBCCB148 by chemical modification using
citraconic anhydride. The results showed that the specific activity of the protease enzyme purified 1006.648
U/mg, increased 14 times compared with the crude extract enzyme has a specific activity of 70.352 U/mg.
Purified enzyme has a pH optimum of 6.5; The optimum temperature of 50°C; KM = 23.565 mg / mL substrate;
Vmax = 434.783 mol / mL.menit; ki = 0,085 minut-1; t1/2 = 8.153 minutes and ΔGi = 96.944 kJ / mol. The enzyme
modified using citraconic anhydride with a degree of modification 65; 70 and 75% have a pH optimum of 7.0;
The optimum temperature of 55 ° C; KM row as follows: 11.658; 13.300 and 14.571 mg / mL substrate; Vmax row
as follows: 243.902; 250.000 and 285.714 μmol mL-1 minutes-1; ki row as follows: 0.081; 0.079 and 0.071
minutes-1; the half-life (t1/2) respectively as follows: 8.556; 8.772 and 9.760 minutes; ΔGi row as follows: 98.584;
98.688 and 98.980 kJ mol-1. Chemical modification enzyme protease from Bacillus subtilis ITBCCB148 using
citraconic anhydride can improve thermal stability by 1.0-1.2 times that can be seen from the decline in value of
ki, increased half-life and ΔGi.
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Pendahuluan
Dalam beberapa tahun terakhir ini,
industri enzim telah berkembang pesat dan
berperan penting dalam dunia industri (Falch,
1991).  Hal ini disebabkan sifat enzim sebagai
biokatalisator yang efisien, selektif, ekonomis,
tidak beracun dan mengkatalisis reaksi tanpa
produk samping, serta ramah lingkungan
(Manito, 1992).  Perkembangan dalam
teknologi fermentasi, rekayasa genetika dan
teknologi aplikasi enzim menyebabkan
penggunaan enzim dalam industri semakin luas.
Salah satu jenis enzim yang aplikasinya sangat
luas adalah enzim protease karena enzim ini
memiliki nilai ekonomi yang tinggi dalam
bidang industri, antara lain industri deterjen,
kulit, tekstil, makanan, pengolahan susu,
farmasi, dan pada proses pengolahan limbah
insdustri (Nascimento and Martin, 2006).
Protease merupakan enzim yang berfungsi
menghidrolisis ikatan peptida pada protein
menjadi oligopeptida dan asam amino (Pastor et
al., 2001).
Untuk dapat digunakan dalam industri
enzim harus memiliki kondisi yang dibutuhkan
dalam proses indutri, seperti kestabilan pada
kondisi suhu yang tinggi dan pH yang ekstrim
(Goddette et al., 1993). Umumnya enzim tidak
stabil pada kondisi suhu yang tinggi dan pH
yang ekstrim.  Untuk mendapatkan enzim yang
sesuai dengan kebutuhan industri , maka dapat
dilakukan dengan cara mengisolasi langsung
mikroorganisme yang ada di alam dan hidup
pada kondisi tersebut atau dengan modifikasi
kimia terhadap enzim yang berasal dari
mikroorganisme yang hidup pada kondisi tidak
ekstrim (Yandri et al., 2007).  Tiga cara untuk
meningkatkan stabilitas enzim, yaitu: (1)
Modifikasi kimia (2) Amobilisasi enzim, dan
(3) Mutagenesis terarah (Mozhaev and
Martinek, 1984).
Menurut Sebayang (2005), modifikasi
kimia lebih menguntungkan dibandingkan
dengan amobilisasi karena interaksi antara
enzim dan substrat tidak terhalangi oleh
matriks.  Residu lisin yang terdapat pada
permukaan enzim merupakan salah satu
penyebab ketidakstabilan enzim, karena dapat
berasosiasi dengan molekul air disekitarnya.
Dengan adanya modifikasi kimia, struktur lisin
akan terlindungi oleh gugus hidrofobik dari
modifikator yang diharapkan dapat
meminimalisir kontak enzim dengan air
sehingga enzim lebih stabil.  Penambahan
sitrakonat anhidrida yang secara spesifik dapat
memodifikasi struktur residu lisin yang berada
di permukaan enzim (Dixon and Perham,
1968).  Oleh karena itu, pada penelitian ini
dilakukan modifikasi kimia enzim protease
yang diisolasi dari Bacillus subtilis
ITBCCB148 menggunakan senyawa sitrakonat
anhidrida dan diharapkan dapat meningkatkan
stabilitas enzim.
Metode
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Matematika
dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas
Lampung (mulai bulan Januari - April 2015).
Bahan-bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah yang mempunyai derajat
pro analisis.  Isolat bakteri lokal Bacillus
subtilis ITBCCB148 penghasil enzim selulase
diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi dan
Teknologi Bioproses Jurusan Teknik Kimia
Institut Teknologi Bandung.
Prosedur penelitian dilakukan beberapa
tahap, yaitu tahap produksi, isolasi, pemurnian,
modifikasi dan karakterisasi enzim.
Uji aktivitas enzim protease ditentukan
dengan metode Kunitz. Sedangkan kadar
protein ditentukan dengan metode Lowry
(Lowry et. al, 1951).
Modifikasi enzim hasil pemurnian
menggunakan sitrakonat anhidrida (Khajeh et
al., 2004): Sebanyak 10 mL enzim hasil
pemurnian dalam 10 ml larutan buffer fosfat pH
8 ditambahkan reagen sitrakonat anhidrida
sebanyak 20µL secara bertahap.  Setiap
penambahan reagen, pH larutan dijaga konstan
pada pH 8 dengan menambahkan larutan NaOH
0,2 M lalu diaduk menggunakan magnetic stirer
selama 60 menit.  Penambahan reagen
sitrakonat anhidrida dilakukan dengan variasi
volume sebagai berikut : 30µL, 40µL, dan
50µL dan dilakukan dengan prosedur yang
sama.
Karakterisasi enzim protease hasil
pemurnian dan hasil modifikasi yang dilakukan
meliputi penentuan derajat modifikasi,
penentuan pH optimum, penentuan suhu
optimum, penentuan data kinetika (KM dan
Vmaks) enzim, uji stabilitas termal dan pH
enzim, dan penentuan waktu paruh (t1/2),
konstanta laju inaktivasi (ki) serta perubahan
energi akibat denaturasi (∆Gi).
Penentuan derajat modifikasi enzim
merupakan perbandingan antara residu lisin
dalam enzim yang termodifikasi terhadap residu
lisin sebelum dimodifikasi.  Cara penentuannya
disesuaikan dengan metode yang digunakan
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oleh Snyder and Sobocinski, (1975) sebagai
berikut : untuk sampel, sebanyak 0,1 mL enzim
yang telah dimodifikasi dilarutkan dalam 0,9
mL bufer borat (pH 9,0).  Kemudian
ditambahkan 25 μL 0,03 M asam 2,4,6-
trinitrobenzena-sulfonat (TNBS).  Campuran ini
dikocok dan dibiarkan pada suhu kamar selama
30 menit.  Larutan standar dibuat dengan
komposisi yang sama, tetapi menggunakan
enzim hasil pemurnian (sebelum modifikasi).
Blanko terdiri dari 1 mL bufer borat pH 9,0; 0,1
M dan 25 μL TNBS 0,03 M.  Absorbansi
diukur pada panjang gelombang 420 nm.
Stabilitas termal enzim hasil pemurnian
dan hasil modifikasi: Penentuan stabilitas
termal dan pH enzim dilakukan dengan
mengukur aktivitas sisa enzim setelah
diinkubasi selama periode waktu 60 menit pada
suhu dan pH optimum.  Caranya adalah dengan
mengukur aktivitas enzim setelah proses
pemanasan setelah interval waktu 10 menit.
Aktivitas awal enzim (tanpa proses) diberi nilai
100% (Yang et al., 1996).
Penentuan waktu paruh (t1/2), konstanta
laju inaktivasi (ki), dan perubahan energi akibat
denaturasi (∆Gi): perubahan nilai ki (konstanta
laju inaktivasi) enzim protease hasil pemurnian
dan setelah amobilisasi dilakukan dengan
menggunakan persamaan kinetika inaktivasi
orde 1 (Kazan et al., 1997) dengan persamaan :
ln (Ei/E0) = -ki t
Sedangkan untuk perubahan energi
akibat denaturasi (∆G i) enzim protease hasil
pemurnian dan setelah amobilisasi dilakukan
dengan menggunakan persamaan (Kazan et al.,
1997) :
∆Gi = - RT ln (ki h/kB T)
Keterangan :
R = konstanta gas (8,315 J.K-1 mol -1)
T = suhu absolut (K)
ki = konstanta laju inaktivasi termal
h = konstanta Planck (6,63 x 10 -34 J det)
kB = konstanta Boltzmann (1,381 x 10 -23 J K-1)
Hasil Dan Pembahasan
Penentuan derajat modifikasi enzim
hasil pemurnian dan hasil modifikasi:
Penentuan derajat modifikasi didasarkan pada
perbandingan jumlah residu lisin sesudah dan
sebelum modifikasi.  Apabila terjadi
modifikasi, gugus amina pada residu lisin yang
tidak termodifikasi (tidak berikatan dengan
sitrakonat anhidrida) akan bereaksi dengan
molekul asam 2,4,6-trinitrobenzena-sulfonat
(TNBS) yang akan menghasilkan kompleks
berwarna kuning.  Semakin banyak gugus
amina pada residu lisin terikat oleh sitrakonat
anhidrida (semakin tinggi derajat modifikasi),
semakin sedikit gugus amina bebas yang
bereaksi dengan TNBS.  Maka, kompleks
warna kuning yang terbentuk akan sedikit.
Pengujian secara kualitatif dapat dilihat dari
warna kuning yang semakin pudar untuk
menunjukkan derajat modifikasi semakin
tinggi.  Enzim hasil pemurnian sesudah
modifikasi dengan sitrakonat anhidrida
menghasilkan derajat modifikasi berturut-turut
yaitu 65; 70 dan 75%.  Hal ini menunjukkan
bahwa semakin banyak konsentrasi sitrakonat
anhidrida yang ditambahkan ke dalam larutan
enzim, semakin tinggi pula derajat modifikasi
enzim tersebut.


























Penentuan pH optimum enzim hasil
pemurnian dan hasil modifikasi: Gambar 1
menunjukkan enzim hasil pemurnian memiliki
pH optimum 6,5 dan enzim hasil modifikasi
memiliki pH optimum 7,0.  Pada pH optimum,
enzim memiliki aktivitas tertinggi yang
ditentukan oleh pKa residu-residu yang
bertanggung jawab dalam kisi pengikat substrat
dan reaksi katalitik.  Pada keadaan ini, ionisasi
gugus-gugus pada residu-residu berada pada
tingkat yang tepat untuk membentuk
konformasi kisi pengikat substrat yang sesuai
maupun kisi katalitik yang fungsional.
Modifikasi mengakibatkan perubahan muatan,
awalnya residu-residu lisin bermuatan positif
kemudian menjadi tidak bermuatan (Soemitro,
2005).
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Gambar 1. pH optimum enzim hasil pemurnian dan hasil modifikasi
sitrakonat anhidrida dengan derajat modifikasi 65; 70 dan 75%
Penentuan suhu optimum enzim hasil
pemurnian dan hasil modifikasi: Penentuan
suhu optimum enzim hasil pemurnian yaitu
50oC sedangkan enzim hasil modifikasi
memiliki suhu optimum yaitu 55oC.  Dengan
aktivitas (%) 100 yang ditunjukkan pada
Gambar 2.  Terjadinya perubahan suhu
optimum sebelum dan sesudah modifikasi
menunjukkan bahwa struktur tiga dimensi
enzim hasil pemurnian sesudah modifikasi
mengalami perubahan.  Hal ini dikarenakan
modifikasi enzim tidak hanya terjadi pada
residu lisin yang ada pada permukaan, sehingga
sitrakonat anhidrida berinteraksi dengan pusat
aktif enzim.  Karena struktur tiga dimensinya
mengalami perubahan, maka energi aktivasinya
juga berubah.  Kondisi ini menyebabkan suhu
enzim hasil modifikasi mengalami perubahan.
Gambar 2.  Suhu optimum enzim hasil pemurnian dan hasil modifikasi
sitrakonat anhidrida dengan derajat modifikasi 65; 70 dan 75%
Pengaruh modifikasi terhadap data
kinetika: Penentuan KM dan Vmaks dilakukan
dengan memvariasikan konsentrasi substrat
yaitu 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 dan 1,25% dengan
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tujuan untuk mengetahui konsentrasi substrat
yang menghasilkan laju reaksi maksimum.
Konstanta Michaelis-Menten (KM)  adalah
konstanta yang menerangkan tentang
penguraian suatu zat menjadi lebih sederhana.
Berdasarkan Gambar 3, dapat dikatakan bahwa
konsentrasi substrat berbanding lurus dengan
laju reaksi.
Gambar 3.  Data kinetika enzim hasil pemurnian dan hasil modifikasi
sitrakonat anhidrida dengan derajat modifikasi 65; 70 dan 75%
Laju reaksi maksimum (Vmaks) terjadi jika
konsentrasi substrat meningkat dan
menjenuhkan enzim dengan kata lain semua
enzim telah berikatan dengan substrat dan
membentuk kompleks enzim-substrat
(Lehninger, 1982).  Berdasarkan persamaan
Lineweaver-Burk dapat diperoleh nilai Vmaks
enzim hasil pemurnian sebesar 434,783 μmol
mL-1 menit-1 dan KM sebesar 23,565 mg/mL
substrat.  Sedangkan enzim hasil modifikasi
(65; 70 dan 75%) secara berurutan yaitu
memiliki nilai Vmaks sebesar 243,902 μmol mL-1
menit-1; 250,000 μmol mL-1 menit-1 dan
285,714 μmol mL-1 menit-1.  Sedangkan KM
enzim hasil modifikasi (65; 70 dan 75%) secara
berurutan sebesar 11,658 mg/mL substrat,
13,300 mg/mL substrat dan 14,571 mg/mL
substrat (Tabel 3).  Hasil ini menunjukkan
terjadi penurunan nilai KM dan nilai Vmaks pada
enzim hasil modifikasi dibandingkan dengan
enzim hasil pemurnian.  Penurunan nilai Vmaks
terjadi pada residu lisin enzim protease yang
telah berikatan dengan sitrakonat anhidrida
menyebabkan struktur enzim lebih kaku dan
tidak fleksibel dalam larutan berair sehingga
terjadi penurunan pembentukan kompleks
enzim-substrat.  Sedangkan penurunan nilai KM
terjadi karena perubahan struktur tersier enzim,
sehingga afinitas enzim terhadap substrat
berubah.
Pengaruh modifikasi terhadap
stabilitas termal enzim: Grafik pada Gambar
3 menunjukkan aktivitas sisa (%) masing-
masing enzim pada suhu 10oC selama 60 menit.
Enzim hasil pemurnian memberikan aktivitas
sisa (%) sebesar 0,945% dan enzim hasil
modifikasi sitrakonat anhidrida dengan
konsentrasi 30, 40, dan 50 μL memberikan
aktivitas sisa(%) berturut-turut sebesar : 0,953;
1,055 dan 1,555% (Tabel 3). Hal ini
menunjukkan bahwa enzim hasil modifikasi
memiliki stabilitas yang lebih tinggi bila
dibandingkan dengan enzim hasil pemurnian.
Dari data tersebut dapat dilihat bahwa semakin
besar konsentrasi zat modifikasi dapat
meningkatkan stabilitas enzim dalam pelarut
berair.  Hal ini karena zat modifikasi yang
digunakan yaitu sitrakonat anhidrida yang
mengandung gugus hidrofilik yaitu 2 gugus
karboksilat yang dapat mengikat gugus amin (-
NH2) pada residu lisin enzim protease
dipermukaan, sehingga dapat mengurangi
kontak residu lisin yang bersifat hidrofilik
dengan pelarut.  Ini dapat mencegah interaksi
residu lisin dengan pelarut, sehingga interaksi
gugus hidrofobik antara residu asam amino
non-polar pada enzim semakin kuat dan
membentuk struktur yang rigid.  Akan tetapi,
menyebabkan terjadinya penurunan aktivitas.
Ini sesuai dengan yang dilaporkan Yandri
(2004) bahwa peningkatan stabilitas enzim
berbanding lurus dengan penurunan aktivitas.
y = 0,054x + 0,002
R² = 0,964
y = 0,047x + 0,004
R² = 0,987
y = 0,053x + 0,004
R² = 0,992
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Gambar 4.  Stabilitas termalenzim hasil pemurnian dan hasil modifikasi
sitrakonat anhidrida dengan derajat modifikasi 65; 70 dan 75%
Konstanta laju inaktivasi termal (ki),
waktu paruh (t1/2) dan perubahan energi
akibat denaturasi (∆Gi) enzim hasil
pemurnian dan hasil modifikasi: Nilai
konstanta laju inaktivasi termal (nilai ki), waktu
paruh (t1/2), dan perubahan energi akibat
denaturasi (∆Gi) enzim hasil pemurnian dan
hasil modifikasi asam glioksilat ditunjukkan
pada Tabel 2.  Penentuan nilai ki enzim hasil
pemurnian dan hasil modifikasi dapat dilihat
pada Gambar 5.
Tabel 2. Nilai konstanta laju inaktivasi termal (nilai ki), waktu paruh (t1/2), dan perubahan energi
akibat denaturasi (∆Gi) enzim hasil pemurnian dan hasil modifikasi sitrakonat anhidrida
Enzim ki (menit-1) t1/2 (menit) ΔGi (kJ/mol)
Enzim sebelum modifikasi 0,085 8,153 96,944
Sitrakonat anhidrida 65% 0,081 8,556 98,584
Sitrakonat anhidrida 70% 0,079 8,772 98,688
Sitrakonat anhidrida 75% 0,071 9,760 98,980
Waktu paruh (t1/2) dan konstanta laju
inaktivasi termal (ki): Waktu paruh (t1/2)
enzim hasil modifikasi meningkat 1,0-1,2 kali
dari enzim hasil pemurnian.  Waktu paruh
enzim modifikasi (65; 70 dan 75%) secara
berurutan meningkat dari 8,153 menit menjadi
8,556 menit, 8,772 menit dan 9,760 menit
(Tabel 3).  Menurut  Sthal (1999) dalam Yandri
(2004), menyatakan bahwa waktu paruh enzim
akan menentukan stabilitas enzim tersebut.
Berdasarkan data tersebut, maka enzim hasil
modifikasi  memiliki tingkat stabilitas enzim
yang lebih tinggi dibandingkan enzim hasil
pemurnian dengan waktu paruh yang semakin
meningkat.  Enzim hasil modifikasi dengan
tingkat derajat modifikasi yang semakin tinggi
berbanding lurus dengan stabilitas enzim dan
waktu paruh.  Terjadinya penurunan nilai ki
untuk masing-masing enzim hasil modifikasi
menunjukkan bahwa terjadinya penurunan laju
denaturasi enzim hasil modifikasi bila
dibandingkan dengan enzim hasil pemurnian.
Peningkatan stabilitas enzim hasil modifikasi
berdasarkan penurunan nilai ki dari enzim hasil
pemurnian.  Nilai ki yang semakin rendah
menunjukkan bahwa enzim semakin kurang
fleksibel dalam air yang diakibatkan terjadinya
pembentukan ikatan antara asam glioksilat
dengan gugus NH2 pada rantai samping residu
lisin yang ada dipermukaan.  Hal ini akan
mengurangi ketidakterlipatan (unfolding)
protein sehingga struktur enzim menjadi lebih
kaku dan enzim menjadi lebih stabil (Yang et.
al., 1996).  Penurunan nilai ki berbanding
terbalik dengan semakin  meningkatnya zat
modifikasi (sitrakonat anhidrida ) yang
digunakan atau derajat modifikasi sitrakonat
anhidrida.
Perubahan energi akibat denaturasi
(∆Gi): Perubahan energi akibat denaturasi ΔGi
menunjukkan besarnya energi yang digunakan
untuk mendenaturasi suatu enzim (Tabel 3).
Semakin besar  nilai ΔGi, semakin sulit enzim
didenaturasi.  Pada Tabel 3 dapat dilihat
peningkatan nilai ΔGi enzim hasil modifikasi
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98,584 kJ mol-1,  98,688 kJ mol-1 dan 98,980 kJ
mol-1 dibandingkan nilai ΔGi enzim hasil
pemurnian sebesar 96,944 kJ mol-1.  Hal ini
menunjukkan bahwa enzim hasil modifikasi
lebih rigid (kaku) dan kurang fleksibel dalam
air, sehingga energi denaturasi enzim yang
digunakan semakin besar.  Meningkatnya
rigiditas suatu enzim menunjukkan semakin
kuatnya ikatan yang terjadi, sehingga struktur
tersier enzim tidak mudah terbuka dan struktur
tersier lebih dapat dipertahankan.  Dapat dilihat
pada data diatas bahwa semakin tinggi derajat
modifikasi, maka semakin tinggi nilai ΔGi dan
semakin stabil.  Sifat kimia enzim hasil
pemurnian dan enzim hasil modifikasi
menggunakan sitrakonat anhidrida dapat dilihat
pada tabel berikut.








































75 55 7 14,571 285,714 0,071 9,760 98,980
Simpulan dalam penelitian ini yaitu
modifikasi kimia menggunakan sitrakonat
anhidrida untuk enzim protease dapat
meningkatkan kestabilan enzim terhadap
penentuan pH optimum, suhu optimum,
penurunan harga KM dan Vmaks, penurunan nilai
ki, peningkatan waktu paruh dan ∆Gi. Hal ini
menunjukkan bahwa enzim hasil modifikasi
lebih stabil dibandingkan dengan enzim hasil
pemurnian.
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